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摘 要七带石斑鱼(印i唧^ek sep￡e，咖sc泐凇)是一种生长速度快、低温下耐受性强具有较高经济价值
的海水鱼类，在自然环境中种群数量较少，对其种质资源进行长期保存迫在眉睫。本研究以七带石斑鱼

胚胎为实验材料进行种质冷冻保存，探讨超低温冷冻(一196℃)对七带石斑鱼胚胎内超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase，SOD)、肌酸激酶(creatine kinase，CK)、N。+瓜+．ATPase、乳酸脱氢酶(1actate

dehydrogenase，LDH)、丙二醛(malondialdehyde，MDA)和谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase，

GSH—PX)活性的影响，以检测抗冻剂在冷冻保存中对胚胎的影响。本研究分别测定了经过PM(24％1，2一丙

二醇(PG)+16％甲醇(MeOH))、PMG(15．75％1，2一丙二醇+8．75％甲醇(MeOH)+8．75％甘油(Gly))和PMGT

(15．75％1，2一丙二醇+8．75％甲醇(MeOH)+8．75％甘油(Glv)+5％海藻糖(trehalose))3种玻璃化液处理冷冻

前后七带石斑鱼胚胎内6种酶活性的变化。结果表明，胚胎分别经过以上3种玻璃化液处理后，6种酶活

性均发生显著性变化，与冷冻前相比，冷冻后胚胎内MDA酶活性显著升高(P<0．051：与之相反，冷冻后胚

胎内的SOD、CK、N。+依+一ATPase、LDH和GSH．PX酶活性与冷冻前相比，均显著下降，且差异显著(P<

O．051。而在PM玻璃化液处理后的未冷冻胚胎中N。+／K+一ATPase的表达量与对照组无显著性差异(胗
0．05)。冷冻使MDA酶活性显著升高，而使其他5种酶的表达量水平降低。PM玻璃化液对CK和N。+Ⅸ+．

ATPase的活性影响较小，说明对胚胎具有一定的保护作用。本研究为七带石斑鱼胚胎超低温冷冻保存提

供理论依据。
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Abstract SeVen．band grouper(印讥ep^e矗昭sepfe，他细c施￡w)is a seawater fish谢th h适h economic values

that铲ow fast and t01erate strong with low temperature．Population quanti哆is 1ess in the namral enViro衄ent，
and the gemlplasm resources for long—tem presenration are imminent． Therefore， based on the

c拶opreservation of seven_band伊ouper emb巧os，the efl’ects of c呵opreservation(一1 96℃)on the enzyme

activity(superoxide dismutase(SOD)，creatine kinase(CK)，N。+／K+·ATPase，lactate dehydrogenase(LDH)，
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malondialdehyde(MDA)，glutathione peroxidase(GSH—Px))in印in印矗e2琊sep￡e咖sci口t粥embryos were

studied．In the present studM the changes of enzyrne activi够in e瑚【bryos were analyzed by kits to clari矽

damage mechanism of embryos．The results indicated that the MDA enz)rme actiVi够of e珈【b巧os aRer

c巧opreseⅣation treated with the vitriflcations s01ution of PM(24％1，2一propylene百ycol(PG)+1 6％

methan01(Me0H))、PMG(15．75％pylene glycol(PG)+8．75％methanol(Me0H)+8．75％glycer01(Gly))和

PMGT(1 5．75％pylene glycol(PG)+8．75％methanol(MeOH)+8．75％glycerol(Gly)+5％Trehalose)

significantly increased coInpared with no c巧opreservation伊oups． HoweVer，the actiV埘of some other

em可mes descended significantly before and aRer cryopreservation compared with contr01铲oup(P<0．05)，

and the 1atter was significantly lower than the f-0珊er．HoweVer，there was no sigllificallt di他rence be研een

N。+／K+一ATPase enzyme activi哆of no一行ozen embr)，os仃eated with PM Vitrification铲oup and the contr01

铲oup。From v撕ous enzymes actiV时change f-rom seVen-band grouper before alld after cryopfeservation，

c巧oprcservation and c巧oprotectants haVe significant e虢ct on the enzymes actiV毋of seVen-band伊ouper．

Therefore，t11rou曲the detection and analysis of the concen仃ation of enZymes actiV时change f而m f如zen

embryos，行eeze made MDA enzymes actiVity increase，other 5 enzymes actiVi哆decreased．PM Vitrification

solution had 1ess e圩ect on CK and N。+依+一ATPase，which showed it had cenain protective如nction．

Therefore，the research results provide a meoretical basis for cryopreservation of seVen—band grouper

embryos．
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O引言

目前，鱼类胚胎冷冻保存研究尚处于初步探索

阶段，冷冻胚胎成活率低阻碍了相关研究的进展。

为了探讨鱼类胚胎冷冻损伤机理，从生理生化角度

分析冷冻对胚胎损伤机理成为研究热点。

鱼类在正常生活状态下机体内会产生大量的

活性氧(reactive oXygen species，ROS)。自由基是

由ROS及其他组成部分构成的，但是生物体对自

由基的需求量是很少的(张克烽等，2007)。由于自

由基性质极其活泼，如果机体不能及时清除多余部

分，则会导致机体氧化胁迫(Sull et a1．，2007)而引起

一系列氧化损伤，如生物膜损伤、DNA损伤、蛋白

变性、酶失活、脂质过氧化等，从而导致生物体产生

各种生理病变(Li et a1．，2001)。然而，随着自然环

境的演变，生物体对外界环境的适应性也随之改变

和不断的进化，生物体逐渐构建了一套完整的自我

防御体系，即抗氧化体系，以此来转换消除体内过

多的ROS(张克烽等，2007；wai—suIl et a1．，2006)。

酶类抗氧化剂作为抗氧化体系的一个组成部分，主

要抗氧化酶有超氧化物歧化酶(superoXide

dismutase，SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(91utathione

peroxidase，GSH．Px)以及过氧化氢酶(catalase，

CA-T)等。而这些抗氧化剂能将多余的自由基通过

氧化还原反应，将其转化成对机体无害的物质f如

水和分子氧等)，从而及时地清除自由基对机体的

攻击，使机体免受氧化损伤(张克烽等，2007；唐学

玺，张培玉，2000)。当机体受到环境的氧化胁迫

时，机体的氧化还原速率必然会加剧，对能量的需

求也必然增加。生物体内重要的能量代谢酶如乳

酸脱氢酶(1actate dehydrogenase，LDH)、N。+依+一

ATPase以及肌酸激酶(creatine jubase，CK)的变化

水平也就间接的反映了机体的损伤程度。

目前，哺乳动物胚胎冷冻保存研究己处于较

成熟阶段，在牛(B∞抛M瑚)(朱士恩等，1996)和小

鼠(M淞m咖cM如)(Rall，Fahy'1985)等哺乳动物均
已获得成功。然而，鱼类的卵和胚胎体积较大，

导致相对表面积小，从而降低了抗冻剂的渗入和

水的渗出速率(章龙珍等，2002)；同时，鱼类低渗

透性的卵膜，也降低了水、抗冻剂两者与细胞内

溶液间的渗透能力(陈松林，2002)。此外，鱼类的

卵和胚胎的高冷冻敏感性，同样也是容易造成冷

冻损伤的主要原因之一(w-allace，Selman，1990)。

超低温对酶活性的影响是探索冷冻损伤机理的一

个研究热点，国内外对俄罗斯鲟鱼(Acipe邶er

gw厶如那￡oe如)(章龙珍等，2009)、大黄鱼

(风eⅡ如si口enn croc∞)(黄晓荣等，2012)、草鱼

(Qe凡op矗or，m即如n i如Z地)、红鲫(C0r鲫si嬲aum￡黝)
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叩孟监鬻兰煞Ⅲ毗。h山影
和泥鳅(慨gur∞o硝M垅幻。以叭黜)(张轩杰，1996)、
长鳍篮子鱼(Js甸驴凡w conoZicMZof邯)(黄晓荣等，2009)

以及黄鳝(^如挖印把n岱口Z6珊)(闫秀明，张小雪，2011)

等进行过超低温冷冻对精子酶活性影响的研究；

但研究冷冻对胚胎酶活性影响的不多，有斑尾刺

虾虎鱼似c。m危唧6沁ommo￡“r郴)(黄晓荣等，
2010a)等。目前，在七带石斑鱼在种质资源冷冻保

存方面，Koh等(2010)和Tian等(2013)对七带石斑

鱼精子进行了冷冻保存研究，此外，关于七带石斑

鱼神经坏死病毒和人工繁殖方面上也获得了一定

的研究成果。Tanaka等(2003，2004)从基因学和组

织病理学上对七带石斑鱼神经坏死病进行了研

究；Tokin嘶等(2004)利用重排列(reassortants)方法

对七带石斑鱼神经坏死病毒中的宿主专一性决定

因素进行了鉴定等方面的研究；Nilar等(2004)对七

带石斑鱼卵巢发育和成熟进行了研究，为七带石

斑鱼的人工繁殖提供了理论基础，但尚未有七带

石斑鱼胚胎冷冻保存的相关研究报道。因此，本

研究以七带石斑鱼胚胎为材料，通过测定冷冻前

后七带石斑鱼胚胎内SOD、CK、N。+依+一ATPase、

LDH、MDA和GSH—PX 6种酶活性的变化，探讨超

低温冷冻保存对七带石斑鱼胚胎酶活性的影响，

探索鱼类胚胎冷冻损伤机理为七带石斑鱼胚胎超

低温冷冻保存提供理论依据。

1材料与方法

1．1实验样品采集与制备

2013年6月，以山东省莱州市明波水产有限公

司养殖的七带石斑鱼(印in节托Z班s印把，礁屈sci越淞)为

材料，将采集的七带石斑鱼精卵利用人工授精方法

进行授精。授精10 min后，质量差的卵会自然沉到

底部，优质的受精卵会悬浮在上部。取上部悬浮的

受精卵置于孵化箱(22℃)内进行人工孵化和培

育。培养17 h(胚体形成后)后从孵化箱内采集适量

上浮的卵置于22℃恒温培养箱内进行培育。不同

鱼类的不同时期胚胎对玻璃化液及冷冻的适应性

不同，不同浓度和不同种类的玻璃化液对胚胎的影

响也不同。金鱼(如r傩siw nMm￡吣)(柳凌等，1997)

和斑马鱼(Brnc^徊onio re^o)(Zhang et a1．，1993)胚

胎冷冻保存的最佳时期为心跳期，牙鲆

fPⅡmZic矗f危"oZiuocew)(田永胜等，2005)在肌节期

和尾芽期时胚胎对玻璃化液的耐受能力较高，大菱

鲆(&op矗t^ofm凇m嘶im琊)(田永胜等，2004)肌节期

和神经期胚胎较其他时期胚胎对玻璃化液的耐受

能力强。因此，本研究以待孵化培养至肌节期f受

精30 h后)胚胎作为实验材料。同时，将所取胚胎

分为3份，分别用于对照组、未冷冻组和冷冻组。

其中，对照组是不经任何处理的胚胎，直接制成

10％组织浆液；未冷冻组是经过玻璃化液处理的而

不经过冷冻的胚胎，直接制成10％组织浆液；冷冻

组是经过玻璃化液处理后并进行冷冻处理的胚胎，

直接制成10％组织浆液。

对照组：取0．1 g肌节期受精卵加入900此

0．1×PBS(pH 7．4)，1 300×g离心10 min，取上清，再

以上清：PBSfl：9)加入0．1×PBS制成10％组织匀浆

液置于一20 cc冰箱中保存备用。

冷冻组：取部分肌节期受精卵用于胚胎的玻璃

化冷冻保存。利用PM(24％l，2一丙二醇(1，2一

propylene glycol，PG)+16％甲醇(methanol，

MeOH))、PMG(15。75％1，2一丙二醇+8．75％甲醇

(methanol，MeOH)+8．75％甘油(91ycerol，Gly))和

PMGT(15．75％l，2．丙二醇+8．75％甲醇(methanol，

MeOH)+8．75％甘油(glycerol，Gly)+5％海藻糖

(Trehalose))作为玻璃化液，再将其分别配制成1／4、

1／3、1／2、2／3和1倍的梯度溶液，然后将100～150粒

胚胎依次置于1／4、1／3、1／2、2／3和1倍玻璃化液下

分别平衡6 min，通过这5个浓度梯度处理后，将含

有胚胎的玻璃化液吸入麦管，每管吸入250皿(约

有5～10粒受精卵1，麦管封口，直接投入到液氮中，

冷冻时间不低于30 min。利用38℃水浴快速解

冻，用4 mL蔗糖(0．25 mol／L)洗脱液洗脱10 min，之

后用海水小心冲洗3次，尽量去掉残留的抗冻剂和

蔗糖洗脱液，而后称取0．1 g胚胎制备成lO％的组

织匀浆液，方法同对照组。将制备好的10％组织浆

液置于一20℃内保存备用。

未冷冻组：取部分肌节期受精卵利用以上3种

玻璃化液分别进行处理，处理方法同冷冻组，即经

过梯度玻璃化液处理，然后洗脱冲洗，但不经过冷

冻。称取处理后的受精卵0．1 g制备成10％组织浆

液，方法同上。最后，将制备好组织匀浆液置于一

20 qC内保存备用。

1．2酶活性检测

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)、

肌酸激酶(creatine jubase，CK)、N。+佃0一ATPase、乳酸
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脱氢酶(1actate dehydrogenase，LDH)、丙二醛

f(malondialdehyde，MDA)和谷胱甘肽过氧化物酶

(glutathione peroxidase，GSH—Px)测定试剂盒和考

马斯亮蓝蛋白测定试剂盒均购于南京建成生物工

程研究所。

s0D采用黄嘌呤氧化酶法，1个SOD活力单位

(U)即为每毫克组织蛋白在1 mL反应液中，SOD抑

制率达50％时所对应的SOD量(陈亚坤，2010)。

CK采用钼酸铵法，活性根据标准曲线计算所

得(黄晓荣等，2009)。

N。+依+一ATPase采用比色法，1个N。偃+一
ATPase活力单位(u)即为每小时每毫克组织蛋白中

ATP酶分解ATP产生1岬ol无机磷的量(赵峰等，
2006、。

LDH采用比色法，1个LDH活力单位(U)即为

每毫克组织蛋白37℃与基质作用15 min，在反应

体系中产生的1“mol丙酮酸的量(陈亚坤，2010)。

MDA采用硫代巴比妥酸(TBA)法，根据相应

公式计算：组织中MDA含量(U恤g protein)=(测定

管吸光度．测定空白管吸光度)／(标准管吸光度一标

准空白管吸光度)×标准品浓度×样本测试前稀释倍

数(黄晓荣等，2010a)。

GSH—PX采用比色法，1个GSH—Px活力单位

(u)即为每毫克蛋白质，每分钟扣除非酶反应的作

用，使反应体系GSH浓度降低l岬ol／L时的量(黄
晓荣等，2009)。

1。3数据分析

采用SSPSl3．O统计软件对数据进行单因素方

差分析，并利用Student-newman—keuls对冷冻前后

胚胎所有酶活性差异进行显著性分析。

2结果与分析

2．1超低温冷冻对SOD活性的影响

七带石斑鱼对照组胚胎中SOD的平均活性为

(5．34±0．26)U／mg protein；利用PM、PMG和PMGT

3种玻璃化液处理的未经冷冻胚胎中SOD的平均

活性分另0为(0．71±0．04)、(1．44±0．03)币口(3．29±0．42)

U细g protein，冷冻后的SOD的平均活性分别为

(0．34±0．01)、(0．65±0．01)和(0．38±0．22)U／mg

Drotein。与对照组相比，3种玻璃化液的未冷冻组

均显著低于对照组(P<0．05)，并且3种玻璃化液冷

冻组的SOD活性与未冷冻组相比相比同样都有下

降趋势；除PM组未冷冻与冷冻组无显著性差异

(P>0．05)外，其他两组玻璃化液的未冷冻组和冷冻

组间均存在显著性差异(P<0．05)，且冷冻后SOD活

性显著下降(P<0．05)(图1)。3种玻璃化液相比较，

PMGT对SOD的影响较小。

2．2超低温冷冻对CK活性的影响

七带石斑鱼对照组胚胎中CK的平均活性为

(6．19±1．19)u／mg protein；利用PM、PMG和PMGT

3种玻璃化液处理的未经冷冻胚胎中CK的平均

活性分另0为(4．49±0．28)、(2．56±0．48)矛口(5．08±0．77)

U／mg protein，冷冻组CK的平均活性分别为(O．31±

0．01)、(0．69±0．43)矛口(0．89±O．07)U／mg protein。结

果显示，与对照组相比，3种玻璃化液的未冷冻组

和冷冻组均显著低于对照组(P<0．05)；与未冷冻组

相比，冷冻组胚胎中CK酶活性均显著低于未冷冻

组(氏0．05)(图2)。3种玻璃化液相比较，PM和
PMGT对CK的表达影响小于PMG。

2．3超低温冷冻对N。+／l【+．ATP活性的影响

七带石斑鱼对照组的胚胎中N。+／K+一ATP的平

均活性为(19．22±4．26)U／mg protein；利用PM、PMG

和PMGT 3种玻璃化液处理的未冷冻组胚胎中N。+／

X
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玻璃化液Ⅵ仃ification solutions

图1 超低温冷冻对SoD活性的影响

Figure 1 E骶cts of cry叩reservati蚰on SoD activity

PM：24％1，2．丙二醇(PG)+16％甲醇(Me0H)；PMG：15．75％

1，2．丙二醇+8．75％甲醇(MeOH)+8．75％甘油(Gly)；PMGT：

15．75％l，2．丙二醇+8．75％甲醇(Me0H)+8．75％甘油

(G1y)+5％海藻糖(trehalose)。不同小写字母表示存在显著

性差异(尸<0，05)，下同

PM：24％ 1，2-pmpylene glycol(PG)+16％methanol

(Me0H)；PMG：15．75％pylene glycol(PG)+8．75％methan01

(MeOH)+8．75％glycer01(Gly)；PMGT：15．75％pylene glycol

(PG)+8．75％methanol(Me0H)+8．75％glyceml，(Gly)+5％

Tkhalose．Di虢rent small letters stand for sigIlificant di疵r-

ence(P<0．05)，tlle s锄e below
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玻璃化液Ⅵtrification solutions

图2超低温冷冻对CK活性的影响

FigII肥2 E觚b ofcryopr鹤ervation蛐CK activity

K+一ATP的平均活性分别为(19．76±5．75)、(10．16±

0．64)和(3．46±0．73)Uhg protein，冷冻组Na+瓜+一

ATP平均活性分别为(5．31±3．22)、(7．96±0．57)和

(3．41±O．19)U／mg protein。结果显示，与对照组相

比，除了未冷冻组PM外，其他2种玻璃化液未冷冻

组和冷冻组胚胎中N。+依+．ATPase活性均显著低于

对照组fP<0．05)；利用3种玻璃化液冷冻保存的胚

胎，冷冻组N。+Ⅸ+一ATP活性与未冷冻组相比有下

降趋势，而在PM组中，未冷冻组N。+依+一ATP活性

显著高于冷冻组(P<0．05)，其他两组的胚胎N。+Ⅸ+一

ATPase活性未冷冻组与冷冻组间无显著性差异

(P>0．05)(图3)。

2．4超低温冷冻对LDH活性的影响

七带石斑鱼对照组胚胎中LDH的平均活性为

(2297．85±140．01)U／g protein；利用PM、PMG和

PMGT 3种玻璃化液处理的未冷冻组胚胎中LDH的

平均活性分别为(697．65±153．78)、(672．92±186．68)

和(403．21±206．54)U／g protein，冷冻组中LDH的平

均活性为(240．09±152．11)、(302．59±128．77)和

(88．32±24．28)U／g protein。结果显示，与对照组相

塑
蜒
王

9

玻璃化液Ⅵ仃ification solutions

图4超低温冷冻对LDH活性的影响

Figure 4 Effects of cI了opreserVation on LDH actiVity
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玻璃化液Ⅵtrification solutions

图3超低温冷冻对N。+，l【+．ATP活性的影响

Figure 3 E仃ects ofcryopreservati帅on N。+依+-A’rP躯tivity

比，3种玻璃化液的未冷冻组和冷冻组胚胎中LDH

酶活性均显著低于对照组(P<0．05)；冷冻组和未冷

冻组相比，除了PMGT组未冷冻组和冷冻组间无显

著性差异(P>0．05)外，其他2种玻璃化液未冷冻组中

的LDH活性均显著高于冷冻组(P<0．05)(图4)。

2．5超低温冷冻对MDA活性的影响

七带石斑鱼对照组胚胎中MDA的平均活性为

(209．10±36．54)U／mg protein；利用PM、PMG和

PMGT 3种玻璃化液处理的未冷冻组胚胎MDA的

平均活性分别为(77．82±8．94)、(259．75±158．48)和

(44．32±2．12)U／mg protein，冷冻组LDH的平均活

性分别为(120．85±56．84)、(268．60±106．46)和

(432．71±59．18)U／mg protein。结果显示，与对照组

相比，未冷冻组中MDA酶活性与对照组无显著差

异(P>O．05)，冷冻组中除PM外，PMG和PMGT组

中MDA酶活性均高于对照组；在PMGT组中，冷

冻组中MDA活性显著高于未冷冻组(P<O．05)，同

时，显著高于对照组(P<0．05)；其他各组中冷冻组

中MDA活性均高于未冷冻组，但差异不显著(P>

0．05)(图5)。

PM PMG PMGT Contml

玻璃化液Ⅵtrification s01utions

图5超低温冷冻对MDA活性的影响

Figure 5 Effects of cryopreservation on MDA驰tiVity
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图6超低温冷冻对GSH-P)【活性的影响

Figure 6 E仃ects of cryopreservati蚰蚰GSH-P】【actiVity

2．6 超低温冷冻对GSH．P】i【活性的影响

七带石斑鱼对照组胚胎中GSH．PX的平均活

性为(21．65士8．57)U，mg protein：利用PM、PMG和

PMGT 3种玻璃化液处理的未冷冻组胚胎的GSH—

Px的平均活性分别为(4．05士0．26)、(6．22士1．51)和

(9．68士1．30)U／mg protein，冷冻组中GSH—Px平均活

性分别为(1．26士O．18)、(0．64士0．30)和(5．66士2．41)W

mg protein。结果显示，与对照组相比，3种玻璃化

液的未冷冻组和冷冻组中GSH—Px酶活性均显著

低于对照组(P<O．05)；冷冻组与未冷冻组相比，3种

玻璃化液的冷冻组中GSH—Px酶活性均下降，但差

异不显著(P>O．05)(图6)。

3讨论

3．1超低温冷冻对能量代谢酶活性的影响

LDH、N。+瓜+．ATPase和CK都属于能量代谢

酶。其中，LDH是参与生物体内糖酵解过程的一

种重要的能量代谢酶，且在生物机体各组织内普遍

存在f黄晓荣等，2010b)；Na+Ⅸ+一ATPase(又称N+一

K+泵)由c【和B 2个亚基组成，是跨膜多次的跨膜载

体蛋白，主要功能是维持细胞胞质膜的离子通透

性，保持细胞内环境中各种离子浓度的相对稳定以

及细胞内环境与体外环境的渗透压平衡(赵峰等，

2006)；当Na+瓜+一ATPase活性表达发生异常时，尤

其是N。+瓜+．ATPase被抑制而活性下降时，会伴随

有细胞肿胀、细胞器溶剂等特征，而调节N。+／K+一

ATPase活性的诸多因素中包含有氧化应激一自由基

(徐瑞成，张敏，2004)。CK普遍存在于动物的心

脏、肌肉以及脑等组织的细胞浆和线粒体中，作为

一种重要激酶，主要参与细胞内能量转运、肌肉收

缩以及ATP再生等反应(Serayd撕an，Abbot，

19761。林金杏等(2007)在冷冻保存对野牦牛精子

酶活性的影响研究中发现，冷冻的野牦牛∞∞

mu姗)精子内LDH酶活性降低。陈田飞等(2004)

在研究冷冻保存对家蚕(Bom6弘mori)精液乳酸脱

氢酶活性的影响中发现，冷冻后家蚕精予中LDH

活性下降。徐滨等(2013)发现经超低温冷冻保存

后俄罗斯鲟鱼精子内LDH和CK的活性显著低于

鲜精(P‘<0．05)；与添加抗冻剂组酶活性相比，未添加

抗冻剂组酶活性显著降低(P<0．05)。浦蕴惠等

(2013)发现脊尾白虾(眈opofoemon corinicoM如)精子

经超低温冷冻后，N。+做+一ATPase活性显著下降。

Na+依+一ATPase是ATP酶的一种，参与生物体的能

量代谢、物质运输以及氧化磷酸化等重要生化过程

(浦蕴惠等，2013)。Babiak等(2001)在研究超低温

冷冻对虹鳟(Dwo也帆以w m他蕊)精子受精率和酶

活性影响中发现，冷冻精子中ATP酶活性显著低于

鲜精。闰秀明和张小雪(2011)在研究中发现，黄鳝

精子经冷冻保存后，冷冻精子中ATP酶活性显著下

降。黄晓荣等(2012)研究结果表明，经过冷冻保存

后大黄鱼精子内cK酶活性显著低于鲜精fP<

O．05)。在研究罗氏沼虾(讹cr06mc矗ium r05en6ewi)

胚胎超低温冷冻保存中发现，冷冻胚胎中LDH、

ATP酶和CK三种能量代谢酶活性均显著下降(黄

晓荣等，2010b)。本研究中，经过超低温冷冻保存

后，未冷冻组和冷冻组中LDH、N。+依+．ATP和CK

3种能量代谢酶活性均显著低于对照组(P<0．05)；

同样，与未冷冻组相比，冷冻组中LDH、N。+依+．

ATP和CK 3种酶活性均有所下降。分析原因可能

是自然状态下，胚胎内的酶活性足以能够保证胚胎

的正常发育，经过冷冻后，胚胎机体的内部结构如

细胞膜皱缩或膨胀，一旦细胞膜破碎，膜内的组织

结构会受到不同程度的破坏和损伤，从而这些结构

的损伤导致胚胎中酶活性下降。同时，同样与对照

组相比，未冷冻组LDH、M+／K十一ATP和CK 3种酶

活性相比冷冻组下降的幅度较小，原因可能是：与

冷冻损伤相比，抗冻剂对胚胎的损伤要相对较小，

冷冻对胚胎的损伤要远大于抗冻剂。本研究中配

制的3种玻璃化液对胚胎中6种酶的影响不同，发

现PMGT对SOD的影响较小，PM和PMGT对CK

的表达影响小于PMG。PM对Na+依+一ATPase的影

响要小于其他两种玻璃化液，综合来看PM对胚胎

的保护作用要比其他两种玻璃化液好。
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3．2超低温冷冻对抗氧化酶活性的影响 显著性升高。此外，Thuwanut等(2010)在猫精子冷

由超氧化物歧化酶SOD、谷胱甘肽过氧化物 冻保存研究中发现，体外补充SOD、GSH—PX等抗

酶GSH—PX等抗氧化酶组成的抗氧化体系，是防御 氧化酶在一定程度上能提高精子活力、质膜完整性

脂质过氧化损伤的一种保护机制，在精子中能够维 和DNA完整性，该研究从反面证明了冷冻导致精

持精子活力和受精率(Aitken，Baker’2004：Alvarez。 子内抗氧化酶活性的降低。

Storey，1989；Sikka，2004；Bilofeau et a1．，2001)。
在本研究中，经超低温冷冻保存后，未冷冻组

SOD作为抗氧化体系中重要的抗氧化酶，主 和冷冻组中SOD和GSH-Px酶活性均显著低于对

要作用是清除生物体内过多的氧自由基，降低氧化 照组(氏0·05)，原因可能是在冷冻过程中，冷冻对

损伤程度，SOD酶活性水平是判断外界环境胁迫 胚胎细胞组织造成的损伤，破坏了机体的抗氧化

或氧化损伤的重要参数(Lynch et a1．，2011；sun et
体系，抗氧化酶活性降低而不能及时清除在冷冻

a1．，1988)。GSH—Px是一种催化过氧化氢分解的重
中形成的过多的R0s，导致胚胎氧化损伤而不能

要的抗氧化酶，能够将过氧化氢还原为水和分子 恢复正常的发育能力。本研究中，冷冻组中MDA

氧，降低过氧化氢对生物体的损伤，起到保护细胞 酶活性均高于对照组(P<0·05)，原因可能是冷冻使

膜结构和功能完整的双重作用；同时，具有清除脂
得抗氧化酶活性降低，不能及时清除胚胎细胞内

质过氧化物的能力(黄晓荣等，2009，2010b1。ⅧA 过多的自由基，与脂质发生氧化反应，导致MDA

作为膜脂过氧化指标，体现了细胞膜脂过氧化程
酶活性增加。

度，同时，间接地反映了细胞受活性氧(I的s)攻击 4结论
的强弱(黄晓荣等，2010a)。

研究表明，在哺乳动物精子冷冻保存研究中， 本研究通过对3组胚胎内6种能量代谢酶和抗

精子在冷冻和解冻过程中，会导致抗氧化酶水平降 氧化酶活性的检测，从生理生化角度分析了冷冻和

低(Bilodeau et a1。，2000；Ball et a1．，2000)。在适宜 抗冻剂对胚胎的损伤，从酶活性检测结果可以看

的寒冷状态下，大鼠(R础淞no刑曙i。嬲)组织中GSH一 出，超低温冷冻破坏了机体内的抗氧化体系，使胚

Px酶活性显著提高；同样，将野鼠(舰rD￡w o艄蕊) 胎细胞内的能量代谢酶、一些抗氧化酶减少以及脂

从22℃转移至8℃生长时，GSH—Px酶活性上升 质过氧化的损伤，导致胚胎不能恢复正常发育。本

43％，这一现象的主要原因是低温下ROS大量产生 研究发现，玻璃化液PM对CK和N。+依+-ATPase活

时发生了变化，促进了ROS的清除，与抗冻是有一 性的影响较小，说明对胚胎具有一定的保护作用。

定相关性(Selman et a1．，2000)。zhang等(2013)研 在以后的胚胎冷冻保存中，适当的寻求一种抗氧化

究发现，大鼠冷冻颗粒细胞中SOD酶活性显著低 剂，将其添加到胚胎的玻璃化液中，会对冷冻对胚

于新鲜颗粒细胞，同时该研究还表明，颗粒细胞的 胎的氧化损伤有所降低。

氧化损伤是由冷冻诱导产生的。冷冻对鱼类酶活 会妻青甜
性的影响与哺乳动物是相一致的。长鳍篮子鱼精

爹丐义陬

子和大黄鱼精子经过超低温冷冻保存后，其精子内 陈松林．2002．鱼类配子和胚胎冷冻保存研究进展及前景展

SOD酶的活性均显著低于鲜精(黄晓荣等，2012， 望[J】．水产学报，26(2)：16l—168．(chen s L-2002．

2009)。真鲷(尸喀M m咖r)精子经过冷冻保存48个 Pro酽ess and prospect of cryopreservation of fish

月后，精子中SOD酶活性显著下降，冷冻保存26个 gametes and embryos[J】Jo啪aI of Fisheries of china，

月后MDA酶活性显著升高，目．冷冻保存73个月时 26(2)．161—168·)

攀酶氅攀曼寰罂璺掣2。兰苎篓舢墨嚣淼篆裟墨篓妻麓
等(2009)研究表明冷冻后俄罗斯鲟鱼精子中的 聂鬲_6：：’；矗‘：三h：；‘F，磊JD≮王i。三‘≤：孟：
GSH—Px活性较鲜精中的显著下降。任俊玲等 E虢cts of cryopreservation on me activity 0f lactate

(2013)研究发现解冻后猪(Js凇sc咖)精子中MDA dehydrogenase in silkwom spem[J1．Jo啪al of
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更正启事

《农业生物技术学报》2014年第22卷第3期第392、393、394页文章的图l、图2和图3有误，在此向作者和读者致歉!

更正如下：

图l、图2和图3中肺儿dⅡ更正为胁忍dⅢ；图2中№I更正为№I。
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